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(54) Title: METHOD FOR DIAGNOSING CANCER 

(54) Titre: METHODE POUR LE DIAGNOSTIC DE CANCERS 

(57) Abstract 

A method for diagnosing and/or monitoring the development of cancer by analysing the deoxyribonucleic acid (DNA) in blood 
plasma, and particularly by detecting any gene alterations in cancer cell DNA, e.g. oncogene mutadons or deletions, tumour suppressor 
gene mutations or deletions, or microsalellite alterations. 

(57) Abr^ge 

La methode selon T invention pour le diagnostic et/ou le suivi de revolution de cancers compiend T analyse de Tacide 
d6soxyribonucleique (ADN) present dans le plasma sanguin. Cette analyse conccme plus particulidfcment loute modification giSnique 
propre a T ADN de cellules cancereuses, par exemple la detection de mutations ou deletions d' oncogenes, ou bien de mutations ou deletions 
de g6ncs suppresseuis dc tumeurs ou encore les modifications de microsatellites. 
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IffiTHQPg PQOT r.r PTACMOSTfg Pg CANCXRS 

La pritmtt invtntlon eone«m« mm aathed« da dia^nos* 
tic at/ou da suivi da X* evolution da divara typaa da can- 
eera aprea un traitamant da ehiaiotharapia ou apraa una 
operation. 

On aait que le dia9nostic et le suivi da 1' evolution . 
daa eaneera aont affaetuafli a part I'obaervation at I'exa- 
man direct de tumaura, par analyse da biopaiaa ou, dana la 
caa de cancers du tang, de la moelle oaaeuaa, ca qui in* 
pliqua aoit una intervaation ehirurgieala soit un teat in* 
vaaif du type biopeie ou aspiration siedullaira avae ai* 
9uiile. Or, an plua du caraetire dfiaagriabla voire danga- 
reux pour lea patients de telles methodea, il a ete 
conatate qu'ellea pouvaient en outre itre peu prieisea. 
Dana le caa de eertainaa maladies leucemiquaa par exenple, 
l*analyaa de l*echantillon de moelle prilevie n'a pea per- 
aia de retrouvar toutea les variites clonalea malignea. 

Le but de cette invention consists done a foumir une 
Dathode de diagnostic de cancers qui soit d'une part plua 
preciae et plua fiable et d' autre part qui soit plua 
facile & realiaer et n'impliquant pas de test invaaif sur 
lea patiaata. 

La methode de diagnostic et/ou auivi de 1* evolution de 
cancars, ebjet da 1* invention et visant a atteindre la but 
praelti, comprend 1' analyse de I'acide deaoxyribonucleique 
(AON) preaent dana le plasma sanguin. 
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XI a M €ffeb nmintenant pu ctrt d&montrA qu« d«< pa* 
- tients attaints da diffarantas maladias cancaraucas pra- 
aantaiant daa taux augnantia d'ADN dana le plaama aanguin. 
La aithoda da diagnostic salon I'invantion as t done basoa 
aur la dataction da nutations ganiquas dana cat ADN plaa- 
miquoi la plasma sanguin atant un matariau huinain baaueoup 
' plua faeilamant aecessibXa qua das biopsies da tuseurs par 
axanpla. Ainsi, des mutations d'oncegenes sont fraquemment 
misas an evidence dans da noobraux types de tumeurs 
malignes, et parmi eiles les mutations du gene ras sent 
partieuliaremant signif icatives. ToutefoiSt la mithode 
peut s'appliquer i n*importe quelle modification ginique 
propre i I'AON de eellulea caaeereuses« telles les muta- 
tions ou dilitions de genea ras« APC* OCC, ?53f etc. ou de 
n*imperte quel oheogeno ou antioneogene (gene de suppres* 
sion de tumeurs) ou encore les modif icatiena de microaa* 
tellites. On a mime observi que diffirentes mutations des 
genes ras detectees dans l^AON du plwma sanguia pouvaient 
etre absantes dana I'AON daa eellulea sanguines piriphi* 
riques ou dans la caa de certains patients laucemiques de 
la moelle osseuse* ee qui tend a confirmer la plus grande 
fiabilite da la methode selon 1' invention en comparaison 
avee las methodes de diagnostic connues* 

D'une maniare generala, la methode de diagnostic selon 
l*invention consists a extraire 1*A0H du plasma aaaguia, & 
purifier et amplifier cet UM, puis i ditermiaer les muta* 
tions ou dilations geniques dans celui*ci, eeei en prin- 
cipe de maniere comparative entre le plasma sanguin d*une 
personne presumee malade et celui de p9rmQnnm9 en bonne 
aante. 
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La portee de la presanta Invtntion a'etend a teuta 
feftchniqua d*axtxaction, purification at aapllf ieation 
d*ADN du plasma aaaguia; da mama, a'importa qualla matheda 
da ditarmlnatioa daa mutatiena geniquaa peut atre utili* 
aia. 

La mathoda da diagnostic seloa I'invaation aara main* 
taaaat illuatraa plua an dataila an rifaranea aux daux 
axaaplaa qui auivant : 

Exgmol# 1 : Diagnostic du canear du colon par da taction da 
miitationa du gina K-raa. 

Dana eatta praalira application da la aathoda salon 
l*invantion, on a utiliaa la detarminatien da mutationa 
dans la codon 12 das ganas X^ras eontanus dans das adeno- 
carcinomas du colon. Cas mutations apparaissant ganaraia- 
mant lors de la transition du stada adanoma X an adanoma 
XJ, avant la dilation ou la' mutation du gana P53, e'ast-i« 
dira ralativamant t6t dans I'ivolution da la tumaur. 

Daa iehaatillona da sang (20-30 ml) da 15 patients 
prfisantant diffiranta stades d ' adenocarcinoma colorectal 
ont iti pr&lavaa sur hepariner ces patients n*ayant ragu 
durant cetta oeriode aucun medicament anti-cancireux. 
Treisa daa IS «)atiants ont anauita aubi una ablation ehi* 
rurgicala da la tumaur; da maae, on a agalament pralavs 
environ 400 ml da aang au total aur dea pcrsonnaa sainaa 
a<in d*aa iaolar 1*ADM du plasma. 

L*ADN a eta axtrait das tumaurs at das cellules san- 
guines salon des techniques usuellea bian connues* 

Quant a 1* extraction de 1*A0M du plaama sanguin, ella 
peut etre effeetuee de la maai&ra suivante : la plaama est 
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d'&bord soumifl a dea traitementj par du phenol, de 1' ether 
et du eholorof orme . Xpres dialyse centre la S3C (chlorure 
de sodluJB 0,19 M, citrate de trieodittm 0,O^SH), on fait 
paeeer le predult i travera una eoloaae Concanavaline 
A-8ipharoae afin d'eliainer lea poIrMceharidea, puis on 
le centrifuge dana un gradient de Ca2S04. 

Zi'ASN ainai extrait et purifie (10 a lOOng) a enauite 
ete aoumia a une amplification par PCR du premier exon du 
gene X-raa dana un volume de 100^1. 

Lea amplifflera etaient le 

5'-GACTGAATATAMCTTGTGGTACT-3' et le 
S ' -CXATTC7TGGAXCATATTCGTCC-3 ' . 

Lea amplifieationa ont ete effectueea dana un taapon 
coatenant 50 nM de XCl, 10 nH de Tria-KCl i pH ZQQwH 
de cheque nucleotide, 1 « 8 mM de MgCl^f 0,2uN de cheque 
precuraeur et 2,5 unitea de "AapliTaq" AON polyaeraae. 35 
cycles ont eti realiaia pour 1* AON des tumeura et dea eel* 
lulea aanguinea et 45 cyelea pour I'AON du plasma (94*c 
pendant 1 ain. , 59*C pendant 1,5 min., 72*C pendant 1 
min«, le dernier cycle ctant prolonge de 7 nin. i 72*C). 

En ce qui concerne la detection dea mutations , elle 
peut etre effectuee par n'impcrte quelle mithode connuc et 
appropriee. Oans le preaent exeaple« elXe a ete realiaee 
de deux nanieres differentea pour cheque echantillon 
testi. 

(a) Hybridisation de produits PCR avec aondea oligenu- 
cleotiques specifiques aux autationa (aelon Verlaan de 
Vriea et al.. Gene 50, 313-320, 1966): 

Lea preduita PCR ont ete diapoaes en quantites egalea 
aur des aiemhranes "Zeta-probe** (Bio-Sad, Herculea, CA) et 
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hybridiiivs mvuq 1«s oll9onuel&otld6< spicifiques pour des 
X-rm« mutants ou fauva^ea. Les oligonucleotides etaient 
marquei avee 32? ddATP CAmerahan, CB). A£in de BmpMTtr lea 
hybridea parfaita dea "miaaateha", le lavaqe final dea 
membranea a ata affaetua dana une aolution ccntanant du 
ehlorure de tetramethylamonoiua 90 mH de iria-UCl a pK 
8,0 at 0,2 ON SOTA at 0,1 % SDS i S8*C pandant 1 heure. 

(b) Amplification PCK avee amplimera apecifiques de 
Butationa ponctuelles ou amplification PCR pour allelea 
specif iquas (PASA) (salon Sommar at al, fiiotechnique 12, 
82-87, 19921: 

Dana eette methoda plus sensible, I'ADN est souais i 
une amplification PGR avee des amplimers complementaires 
aux aiqueneea nermales GZ.T ou muteea AXA, VAX., SSR, ASP ou 
CYS. t»es amplimers specifiques aux mutationa ont das ter- 
minaisons 3' complementaires aux mutationa au point spici* 
fiques. Xi'ensyme Taq Z polymeraaa (Perkin-Elmer Cetua, 
CH), a'a pas d'activit^ exonueleaaique en 3' at est done 
incapable d* amplifier I'APN ai le mismatch d'une seule 
base est situe a la terminaiaen 3' de l*amplimer. 

Chaque PCR a ete effeetue dans un volume de 40iil d'une 
solution contenant 50 mN de KCl, 10 mN de Trla-KCl i pM 
8,3, 2 mH de chaque nucleotide, 0,7 mN M9CI2, 0,2 mM de 
cheque precuraeur at 1 unite de "AnpliTaq" ADN polymeraaa. 
Trente-einq cycles ont iti effectuis (94*C pendant 1 mia«, 
recttit i S5*62*C pendant 2 mla., extension & 72*C pendant 
1 Bin,). Le demiar cycle a ite etendu de 7 min. a 72*C . 
Chaque reection a ete amorcee avee la technique ''hot- 
start**. Les amplimera utilises etaient lea auivanta : 
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5'-ACTTCTCGTACTTGCAGCTCC-3* pour le K-raJ sauvagc (re- 
naturation a SS*C), S'-ACTTCTGGTA<nTCCACCTCC-3* pour la 
mutant AUl 12 (ranaturatlon a 62 •C), 

5*-ACrrcTCCTACTTCCACCTCT-3' pouT !• mutant VAL 12 (ranatu- 
ratiea i et*CJ, S*-aCTW1CCTACTTCCACCTA-3' pour la mutant 
SER 12 (renaturation i 59*C)> 5 ' .ACTTCTCGTACTTCCAGCTGA-3 ' 
pour le mutant ASF 12 (renaturation a 60*C), 
S'-ACTTGTGGTACTTGGACCTT-S' potir le mutant CYS 12 (renatu- 
ration a 59*C) et dana cheque caa I'aaplimar ''antiaenae'* 
5 • -CrATTGTTC6ATCATATTCCTCC-3 * . 

Apria aapUfi cation » lea produita da la reeetion ont 
M analyaia par ilectrophoreae dana un gel de pelraerrla- 
mide 0,6 %. 

Sn utiliaant la preniere technique (a) decrite ei* 
desftua, il a 'est avere qu'il n*etait paa poaaible de 
mettre en evidence lea mimsa mutationa dana 1*A0N du plas- 
ma que cellea deteetiea dana 1*A0N dea tuoeura preleveca 
{QLt en VAX., ors en ALk); cette technique ne aemble pou- 
voir itre appliquCe iei que ai environ 10 % au moins de 
I'AON total preaente une mutation poaetuelle. Par centre « 
lea mutationa precitees ont pu etre identifieea dana 1*ADM 
du plasma avec la aeconde technique (b) dicrite precedem* 
ment; il apparait que cette technique permet d' identifier 
lea mutationa dana un iehantillen d*ADM du plasma melange 
avee un exeia de 10^ i 10^ d'AOR normal non mute. D'eutre 
part, avec la meme technique, il a'a paa ite poaaible de 
diteeter lea memea mutationa aur lea echantillena d'ADN de 
cellulea aanguine. 

Enfin, toua lea ichantillons da contrdle provenant de 
paraonnea en bonne aante ae aont revelea negatifa, c*eat* 
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i-dir« ne prissntant pM d« mutitlons da I* AON pla«mft. 

pifafwaia 2 : Olagnoatie de cancers dus a dea daaordrea 

oyiloSdea par detection do mutations du gene 
N-ru. 

On sait qu'une predomiaanee da mtatioas N^ras ont ete 
obaervees dans VkOH de la noeXle easeuse de patients pre- 
aentant un syndrome oyilodyaplasigue (M05) ou une leueemie 
myeloblastique aigue (AKL) . 

Oa a preleve 20 a 30 al de sang sur dix patients at- 
taints de AHL ou HDS, ce saiig etant reeueilli sur heparine 
et centrifuge sur gradient "Ficoll Kipaque" (»harBaeia« 
SE)« On a egaXemeat preleve 400 ml de sang sur dee per- 
sonnes seines. L' interphase contenant des ceXXuIes monoau- 
deaires a ete reeueilli et utilisi poor l*extraction de 
1*XDN dea cellulea sanguines. La phase superieure a ete 
centrifugee i 2500 6 pendant 15 minutes, et le sumagent a 
M utilisi pour 1' extraction de 1*ADN du plasma. De plus, 
quelgues eehantiUons de moelle osseuse des memos patients 
ont ete preleves pour analyse de eontrfile. 

tr'XOH des cellules sanguines et de la moelle a ete 
iaole par traitement a la Protsiaase X (Marek, Dfi) en pre- 
sence de SOS, puis extraction au phenol, precipitation & 
I'ithaaol et gradient de Ca2504. l*aom du plasma a ete ex* 
trait comma decrit daaa I'exemple 1. 

&*AON (10-100 ag) e ete amplifie dans un volume de 
tOOpl. Les amplimers utilises (Oncogene Science* NY, USA) 
itaieat 5'-GACT6AGTACAAACTGGT0G-3* et 

5*«CtCTATGG76GGATCATATT-3' pour le premier exon du gene M- 
ras. Lea amplieieations ont iti effectuees dana un 
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"Therao-Cyclcr 480" autonatique (Parkin-Elmer Catus, CH) 
dans las aeaes conditions que celles de 1' Example i. 
Chaque cycle consistait an une etape de denafcuration a 
94*C pendant 1 minute* une renaturation (a SI'C pourK*ras) 
pendant 1,5 minutes et une extension d*une minute a 72*e 
avee un troisiime aegment d* extension de 5 aacondea par 
cycle. Le dernier cycle a ete suivi par une extension da 7 
minutes i 72*C. Las produits de 1* amplification (109 np) 
ont ate analyses par ilectrophorese dans du gel polyacry* 
lamide 0,6%. 

Les deux memea methodes de d&teetion des mutations que 
dans I'Xxemple 1 ont ete employees. Dans la seconds tech- 
nique (b), on a utilise comme amplimers pour v-tba 
5*-CTGCTCGTCCTT(^ACCACA-3* pour le autant ASP 12, 
5*-GCTCCTCC7TCCAGCAGGTT-J' pOur le mutant CITS 13 « et 
5*-C7CTATCGTGOGATCATATT-3' comme amplimer **anti sense " . 

Les resultats des analyses obtenus permettent de 
conflrmer que 1*AD1I des patients malades presentait une ou 
plusieurs mutations du codon 12 (GLY en CYS ou en ASP) ou 
du codon 13 (GVC en CYS) du gene K-ras^ alors que toutes 
ces mutations n'.ont pas pu etre identifiees dans I'AOH des 
cellules sanguines r ni mama dans celui de la moelle os- 
seuse. 

Aiasi, il ressort des deux exemples lllustratifs ci- 
dessus que 1* analyse da I'APM du plasma sanguin peut 
constituer une methode de diagnostic et du suivi de 1 'evo- 
lution d*une maladie eaneireuse qui est plus pratique, 
moins traumatisante (simple prelevement de sang ches le 
patient) et parfois meme plus £iable que les methodes 
connues impliquant le prelevement d'une biopsie. 
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1. Kethode pour le dia9nostic et/ou Im suivi do l*ivolu* 
tioa d« eaneors eoaprtnaat I'aiulyae do I*aeide desoxyri- 
boauclftique (ADN) present dans le plassaa sanguin. 

2. Methode selon la revendieatlon I eomprenant 1' ex trac- 
tion de I'ADN present dans le plasma sanguin, la purifica- 
tion et 1* amplification de I'AON, et la detection de muta- 
tions geniques dans cet ADN. 

3^ Methode selon la revendieatlon 2, dans Xaquelle on de- 
tecte les mutations ou deletions d' oncogenes, ou blen les 
mutations ou deletions de genes suppresseurs de tumeurs ou 
encore les modifications genlques propres i I 'AON de cel- 
lules eaneireuses. 

4. Methode selon la revendieatlon 3, dans laguelle la de- 
tection est appliquee a tout oncogene ou antioneogene ou 
gine de suppression de tumeurs, per exemple aux genes APC, 
rasr OCC ou PS3, ou encore aux modifieatlons de mlcrosa- 
tellltes. 

5. n£thode selon I'une des revendi»!ations 2 a 4, dans la- 
quelle I'AOH est ampllflA par reaction de la polymerase en 
chaine Ccl-apris "PCR"). 

6. Hethode selon I'une des re vend! cations 2 i 5, dans la- 
quelle la dftteetion des mutations genlques est effectuee 
per hybridisation des produits par PGR avec des sondes 
ollgonucKotlques specif iques aux mutations. 
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7. Mefchede selen I'une des revendicatlons 2 i S, dans la- 
Wile la detacuon dea nutation, ginifuaa ..t •ff.ctue. 
P« a«pll«icatlen par m ave daa a.pli«e„ .piclfi,«.. 
aux mutatlena penetuellas. 
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